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RESUMO

As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por fungos que ocorrem de forma
natural nos varios produtos agricolas. A contaminagao de alimentos por estes fungos ocorre
em condi¢coes ambientais durante o crescimento das culturas, nas colheitas inadequadas,

assim como, durante o transporte e mais frequentemente No armazenamento.

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por alguns de fungos, tais como,

Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus e o Aspergillus niger.

A OTA é conhecida principalmente pela sua nefrotoxicidade, apesar de possuir outras
propriedades téxicas. E também um composto toxico cumulativo pela sua facilidade de
absorc¢ao pelo aparelho digestivo mas de excrecao lenta, através da via urinaria. Esta ainda

classificada pela IARC como um possivel carcinogénico humano, grupo 2B.

De entre as varias ocratoxinas, a OTA é considerada a mais toxica, sendo a mais relevante
para a seguranca alimentar. Por este motivo, considerou-se essencial detetar e quantificar a

concentragao de OTA em cerveja consumida em Portugal.

A linearidade da OTA avaliada foi adequada, com valores em fase movel (2,5 — 25 ng/mL) de
R?=0,998, e na matriz (0,25 — 2,5 pg/L) de R*=0,9985. O valor do efeito matriz obtido foi de
100,05%. As recuperagoes variaram entre 81% e 86%. O LOD e o LOQ foram de 0,14 e

0,43 pg/L, respetivamente.

Neste estudo foi determinada a concentragao de OTA em 33 amostras de cerveja, em que 9
amostras (27,27%) estavam contaminadas, com teores que variaram entre 0,174 e 11,25
pg/L, sendo o teor médio de 3,14 pg/L. Duas das amostras de cerveja de fabrico caseiro
apresentaram concentragoes consideraveis, com teores de 9,21 pg/L e 11,25 pg/L. As
amostras de cerveja loira de fabrico industrial apresentaram frequéncias de detegao e teores

inferiores as de fabrico artesanal/caseiro/de autor.

Palavras chave: micotoxina, ocratoxina A, cerveja, HPLC-FD.
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ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by fungi which occur naturally in several
agricultural products. Food contamination by these fungi occurs under environmental
conditions during crop growth, inadequate harvests, and also during transportation and

storage, which is more often.

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin which is produced by some species of fungi, such as

Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus and Aspergillus niger.

OTA is mainly known for its nephrotoxicity, although it possesses other toxic properties. It
is also a cumulative toxic compound because it is easily absorbed by the digestive system and
is slowly excreted through the urinary system. OTA was classified by IARC as a possible

human carcinogen, group 2B.

Among the several ochratoxins, OTA is considered to be the most toxic, and it is also the
most relevant to food safety. For this reason, it was deemed essential to detect and quantify

the concentration of OTA in the beer consumed in Portugal.

The OTA linearities were adequate, with values of R* in mobile-phase (2.5 — 25 ng/mL) and
in the matrix (0.25 — 2.5 pg/L) of 0.998 and 0.9985, respectively. The value of the matrix
effect obtained was 100.05%. Recoveries ranged between 81% and 86%. LOD and LOQ
were of 0.14 and 0.43 pg/L, respectively.

The OTA concentration was determined in 33 beer samples, 9 of which (27.27%) were
contaminated, with levels ranging between 0.174 and |1.25 pg/L, and an average level of 3.14
pg/L. Two of the homemade beer samples showed considerable concentration levels of 9.21
pg/ll and 11.25 pg/L. The samples of industrial made pale ale presented detection
frequencies, and levels lower than those of homemade, self-manufactured and craft

production beer.

Key words: mycotoxin, ochratoxin A, beer, HPLC-FD.
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I.1 Micotoxinas

As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por fungos que causam efeitos
toxicos tais como supressao do sistema imunitario, cancro, defeitos no nascimento, danos

no figado e no tecido nervoso em animais e humanos (Al-Taher et al., 2013).

A Organizagao das Nagoes Unidas para Alimentagao e Agricultura (FAO) estima que as
micotoxinas afetam anualmente 25% das culturas a nivel mundial, resultando em perdas

anuais de cerca de | biliao de toneladas de alimentos e produtos alimentares (Al-Taher et dl.,

2013).

Existem cerca de 300 a 400 micotoxinas, com estruturas muito diversificadas de que
resultam diferentes propriedades quimicas e fisico-quimicas. As aflatoxinas e as ocratoxinas
sao produzidas principalmente por fungos do género Aspergillus sp. e as fumonisinas e a
zearalenona sao produzidas por fungos do género Fusarium sp. Estas sao as principais
micotoxinas que causam uma maior preocupacao a nivel de salde publica, devido a sua

ocorréncia e ao severo impacto na saude animal e no Homem (Al-Taher et al., 2013).

A contaminagao por micotoxinas pode ocorrer como resultado de condigoes ambientais
durante o crescimento das culturas, bem como de colheitas inadequadas, e mais
frequentemente durante o armazenamento e as operagoes de processamento. A ecologia
complexa de crescimento de fungos e produgao de micotoxinas pode produzir misturas de

micotoxinas em alimentos e ragoes, especialmente no sector dos cereais (Soto et al., 2014).

Os alimentos mais contaminados com micotoxinas sio os cereais, o café, o cacau, as

especiarias, as sementes de oleaginosas, as ervilhas secas, os frutos secos, o feijao e as frutas

(Lhotska et al., 2016).

Uma vez que a ocratoxina A (OTA) é amplamente encontrada nos cereais, e dado que, as
cervejas sao produzidas a partir de cereais, estas tém um risco potencial de conter OTA

(Anli & Alkis, 2010).

Existe evidéncia que os alimentos organicos contém frequentemente elevadas concentragoes
de toxinas naturais produzidas por fungos ou por plantas, enquanto os alimentos produzidos
de forma convencional tendem a conter mais compostos sintéticos, como residuos de

pesticidas (Harcz et al., 2007).



Além disso, o uso de fungicidas ou conservantes em quantidades insuficientes pode originar
uma situagao mais grave devido ao stress provocado nos fungos, levando a uma estimulagao

da produgao de micotoxinas (Harcz et al., 2007).

A exposicao a micotoxinas através dos alimentos é um risco para a saude bastante
reconhecido e que esta a receber cada vez mais atengao, visto que as micotoxinas sao
associadas a varias doengas agudas e cronicas em animais e seres humanos em muitas partes
do mundo (Harcz et al., 2007). Estas sao conhecidas por causar efeitos graves tanto em seres
humanos como em animais, através das suas propriedades cancerigenas, teratogénicas,
nefrotdxicas e hepatotdxicas e colocam sérios problemas para a seguranga alimentar em

todo o mundo (Tamura et al,, 201 1).

Por tudo isto, existe a necessidade de informagao em relagao a seguranca alimentar no
sentido de informar os consumidores em relagao aos beneficios e aos perigos associados ao
consumo de produtos alimentares, a fim de otimizar o impacto na saude e minimizar os

riscos (Harcz et al., 2007).

1.2 Ocratoxina A

As ocratoxinas sao um grupo de metabolitos secundarios produzidos por alguns fungos tais
como Penicillium verrucosum (P. verrucosum), Aspergillus ochraceus (A. ochraceus) e

ocasionalmente Aspergillus niger (A. niger) (Aresta et al., 2006).

Na tabela | encontram-se explicitadas as temperaturas e as atividades de agua adequadas ao

desenvolvimento de fungos produtores de OTA.

Tabela I.1 - Fungos produtores de ocratoxina A e condigdes 6timas de crescimento.
Espécies produtoras de Temperatura 6tima Atividade da agua
OTA (Min-Max) °C (aw)
A. ochraceus 24-31 (8-37) 0.95-0.99
A. niger 35-37 (6-47) 0.77
P. verrucosum 20 (0-30) 0.80

Fonte: JECFA (2001), Bui-klimke & Wu (2015).



A espécie A. ochraceus é responsavel pela contaminagao de graos de café verde, enquanto o
P. verrucosum é responsavel maioritariamente pela contaminagao de cereais. O A. niger é
também frequentemente isolado a partir de graos de café e de uvas, no entanto acaba por

contribuir menos para a presen¢a de OTA nestes produtos (Serra et al, 2003).

Do grupo das ocratoxinas fazem parte a ocratoxina A (OTA), o seu éster metilico, o seu
éster etilico também conhecido como ocratoxina C (OTC), ocratoxina B (OTB) e seus

ésteres metilico e etilico, e ocratoxina a (OTa), na qual a porgao de fenilalanina esta ausente

(Anli & Alkis, 2010).

Com excegao da OTaq, as ocratoxinas contém uma porgao di-hidroisocumarina derivada de

policetideo ligada através do grupo carboxilo em posi¢ao 7 a L-p-fenilalanina por uma ligagao

amida (Anli & Alkis, 2010).

Na tabela 1.2 encontram-se explicitadas as estruturas das diversas ocratoxinas.

Tabela 1.2 — Figura das diferentes ocratoxinas (adaptado de Anli & Alkis, 2010).
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De entre as varias ocratoxinas, a OTA é considerada a mais toxica, sendo a mais relevante
do ponto de vista de seguranga alimentar, seguindo-se a ocratoxina C, a ocratoxina B e a

ocratoxina A (Anli & Alkis, 2010; Heussner & Bingle, 2015).

A OTA foi isolada laboratorialmente, pela primeira vez, na Africa do Sul em 1965, a partir do
fungo A. ochraceus e como um contaminante natural foi encontrada no milho, em 1969, nos

EUA (Bélakova et al., 201 1).

A espécie P. verrucosum é a principal produtora de OTA em cereais produzidos em climas
temperados, enquanto o A. ochraceus esta associado ao café, uvas e especiarias em regioes

tropicais e em climas mais quentes (Lhotska et al., 2016; Wu et al., 2016).

Em relagao a produgcao de OTA, esta depende de varios fatores como a temperatura, a
atividade da 4gua e a composicao do meio que podem favorecer o crescimento dos fungos.
As condigoes de crescimento, colheita, transporte e conservagao podem facilitar a sua

producao (Mahdavi et al., 2007).

A OTA foi detetada em varias matrizes alimentares, incluindo bebidas alcodlicas. Dessas
matrizes, os cereais sao geralmente considerados como representando 50-80% da ingestao

de OTA (Anli & Alkis, 2010).

A OTA ja foi detetada em outros produtos alimentares como sementes de oleaginosas, café
verde, carne, cacau, frutos secos, especiarias, € em bebidas como o vinho, a cerveja e sumos
de fruta, em niveis de concentragao que dependem do ambiente e das condigoes de

processamento (Aresta et al, 2006; Medina et al, 2006).

A OTA ¢é considerada nefrotoxica, carcinogénica, teratogénica, genotdxica e imunotoxica.
Pode originar coagulagao do sangue, a inibicao da sintese de proteinas, promove a
peroxidagao da membrana celular, destréi a homeostase do calcio e inibe a respiragao
mitocondrial. O seu alvo secundario é o figado (Mahdavi et al., 2007). Além disso, pode estar
implicada na doenga humana designada por nefropatia endémica dos Balcas (BEN) e no

desenvolvimento de tumores do trato urinario em seres humanos (Anli & Alkis, 2010).

Devido a sua estabilidade, a OTA consegue resistir ao processamento utilizado na produgao

de alimentos, como cozer, tostar e fermentar (Novo et al, 2013).



A Agéncia Internacional de Investigagao do Cancro (IARC) classificou esta micotoxina como

cancerigeno renal para os animais e possivel agente cancerigeno para os seres humanos

(Grupo 2B) (Medina et al., 2006).

1.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas

A férmula empirica da OTA é C,H ;O,NCI e o peso molecular é de 403,82 g/mol. De
acordo com a IUPAC, a OTA é L-fenilalanina-N-[(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1 -
oxo- | H-2-benzopiran-7-il)carbonil]-(R)isocoumarina (Anli & Alkis, 2010) (Figura 1.1).

HO 0]
@\I I !
M O
H
Cl

Figura |.1 — Estrutura quimica da ocratoxina A.

O numero CAS (chemical abstract specification) da OTA é 303-47-9 (Monaci & Palmisano,
2004; Anli & Alkis, 2010).

E um composto cristalino incolor, com fluorescéncia azul a luz ultravioleta e possui a

caracteristica de acido fraco (Monaci & Palmisano, 2004; Anli & Alkis, 2010).

E altamente soliuvel em solventes organicos polares, ligeiramente solivel em agua e soluvel
em solugao aquosa de hidrogenocarbonato de sédio (Monaci & Palmisano, 2004; Anli &

Alkis, 2010).

Os pontos de fusio sio 90 e 171°C, quando recristalizados a partir de benzeno ou xileno,

respectivamente (Monaci & Palmisano, 2004; Anli & Alkis, 2010).

A OTA comporta-se como um acido fraco. Possui valores de pKa entre 4,2-4,4, para o
grupo carboxilico da porgao fenilalaninica, e entre 7,0-7,3, devido ao grupo hidroxilo da
parte isocumarinica. O pK, diminui quando existem mais de 3 unidades ligadas ao soro de

albumina (Monaci & Palmisano, 2004; Anli & Alkis, 2010).



1.2.2 Toxicocinética

Os dados cinéticos para os ratos indicam que as diferengas de estirpe, género e idade na
cinética de OTA podem explicar as diferentes sensibilidades de género e espécie
relativamente a OTA. No caso dos humanos, os dados disponiveis sao bastante limitados, no
entanto, género, estagcao do ano e a localizagdo geografica parecem ser os fatores mais

importantes (Heussner & Bingle, 2015).

Os fatores de toxicocinética (as alteragoes das concentracoes de um composto no
organismo ao longo do tempo) e toxicodinamica (as interagoes dinamicas de um composto
com alvos bioldgicos e seus efeitos biologicos) determinam a toxicidade da OTA (Ringot et

al, 2006).

A OTA depois de absorvida no trato gastrointestinal liga-se as proteinas de soro
principalmente a albumina. A reabsor¢ao de OTA a partir do intestino volta para a
circulagao, como consequéncia da reciclagem biliar, favorecendo a redistribuicao sistémica
de OTA para os diferentes tecidos. Ocorre acumulagio de OTA no sangue, figado e rim. Os
principais 6rgaos de biotransformagao da OTA sao o figado e os rins. Em todas as espécies,
as excrecoes fecais e as urinarias desempenham papéis importantes na depuragao plasmatica
da toxina. Tanto que a excrecao de leite de mamiferos parece ser relativamente eficaz

(Ringot et al., 2006).

1.2.2.1 Absorcao

Apos a ingestao de alimentos contaminados e absorc¢ao pelo trato gastrointestinal, a OTA
passa para o soro sanguineo humano e liga-se a proteinas séricas. Existe uma variagao na
semi-vida do soro entre as espécies e sabe-se que esta é dependente da afinidade e grau de
ligagao as proteinas. O tempo de meia-vida pode atingir aproximadamente 35 dias no soro
humano, sendo um risco acrescido para os humanos pois € um tempo superior verificado ao
de outras espécies, tais como o ratinho (40h), o rato (55-230h) e o porco (72-120h). A
reabsorgao da OTA do intestino de volta a circulagao, como consequéncia da reciclagem
biliar, favorece a redistribuicao sistémica da OTA para os diferentes tecidos. Além disso, a
reabsorgao de OTA ocorre nos tubulos proximal e distal do rim e a acumulagao ocorre no
sangue, figado e rim. O figado e os rins sao também os principais orgaos de

biotransformagao da OTA (Anli & Alkis, 2010).



Na maioria das espécies animais, a OTA é passivamente absorvida a partir do estomago e,
em particular, do jejuno proximal. A absorcao passiva é altamente favorecida pela elevada
afinidade de ligagao da OTA para as proteinas do plasma, retardando assim a eliminagao da
micotoxina pelo organismo, aumentando o seu tempo de semi-vida. A percentagem de OTA
absorvida difere entre espécies: 66% em suinos, 56% em ratos e coelhos e 40% no tecido
muscular do frango. Posteriormente, a OTA é transportada através do sistema portal e

distribuida para diferentes tecidos e 6rgaos (Ringot et al., 2006).

1.2.2.2 Distribuicao

A OTA liga-se fortemente as proteinas. Uma vez que atinge a corrente sanguinea, 99% liga-
se as proteinas séricas principalmente a albumina, o que facilita a sua absorgao passiva na
forma nao ionizada e explica a sua meia-vida longa no organismo. Segundo alguns estudos in
vivo, o tempo de vida de OTA em sistemas vivos é dependente da presenca de albumina do

soro e esta ligacao depende da espécie e do sexo (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007).

Nos animais, a concentragao da toxina e dos seus metabolitos nos tecidos e no plasma
depende de importantes factores como a espécie animal, a dose administrada, a forma de
administragcao da OTA, a composicao da dieta, bem como do estado de saide do animal

(Ringot et al., 2006).

A semi-vida de eliminagio da OTA é mais longa no sangue do que nos tecidos e esta
relacionada com a maior afinidade de ligagdo da micotoxina as proteinas do sangue (Ringot et

al, 2006).

A distribuicao nos tecidos de porco, rato, frango e cabra segue uma das seguintes ordens:

rim> figado> musculo> gordura ou rim> musculo> figado>>gordura (Ringot et al., 2006).

Nos seres humanos, a concentragao de OTA no soro fetal foi relatada como sendo duas
vezes superior a da mae, indicando assim uma transferéncia placentaria ativa. Existem
também fatores genéticos, ambientais e patolégicos que podem contribuir para o transporte
placentario de OTA, sendo que estes facilitam o fornecimento dos compostos essenciais ao

feto em desenvolvimento (Ringot et al., 2006).



1.2.2.3 Metabolismo

O metabolismo da OTA nao foi elucidado em pormenor e, actualmente, os dados relativos a

biotransformagao da OTA sao controversos (Anli & Alkis, 2010).

Nos seres humanos, a ocratoxina A é metabolizada muito lentamente com um tempo de
semi-vida superior a 30 dias, e de rapida absorgao. Estudos sobre os mecanismos dos efeitos
da OTA sobre a vida nos organismos demonstraram a inibicao da sintese de proteinas e o
aumento de peroxidagao lipidica. Causa danos no metabolismo dos sacarideos e do calcio e

nas fungoes mitocondriais (Bélakova et al., 201 1).

1.2.2.4 Excrecao

A OTA é um composto toxico cumulativo com rapida absorgao e eliminagao lenta. Em todas
as espécies, tanto as excrecoes fecais como as urinarias, desempenham papéis importantes
na depuragao plasmatica da toxina. Além das vias de excrecao renal e fecal, a excrecao de
leite dos mamiferos parece ser relativamente eficaz, no entanto, isso tem efeitos perigosos

para os bebés (Anli & Alkis, 2010; Ringot et al. 2006).

Uma vez que a OTA é caracterizada por potencial ligagdo a uma proteina plasmatica, a sua
filtracao glomerular é limitada. A OTA sofre uma eliminagao tubular para a urina e o seu
metabolito OTa é excretado nas fezes. A excregao fecal deve-se a excregao biliar, que é
muito eficiente, o que pode estar relacionado com o peso molecular de OTA. A reabsor¢ao
de OTA filtrada e excretada retarda a sua excrecao e pode levar a acumulagao da toxina no

tecido renal e assim contribuir para a sua toxicidade renal (Ringot et al., 2006).

1.2.3 Efeitos fisiologicos e toxicidade

A OTA é a principal micotoxina do grupo das ocratoxinas e constitui a maior preocupagao a
nivel toxicolégico. Como ja foi referido anteriormente, foi demonstrado que a OTA ¢é
nefrotdxica, hepatotoxica, teratogénica e imunotoxica para varias espécies de animais. Além
disso, pode estar implicada na doenga humana Nefropatia Endémica dos Balcas (BEN) e no
desenvolvimento de tumores do sistema urinario em seres humanos (Aresta et al., 2006; Anli

& Alkis, 2010).



Os efeitos primarios da toxicidade da OTA sao a inibicao da fenilalanina-t-RNA-sintetase, a
inibicao da respiracao mitocondrial e a perturbagao na homeostase do calcio intracelular que
é inerente ao processo de peroxidagao lipidica (Monaci & Palmisano, 2004). Para além destes
efeitos, também sao encontrados outros, tais como a coagulacdo sanguinea, a inibicao de

sintese de proteinas e a promogao da peroxidagao da membrana celular (Anli & Alkis, 2010).

De referir que esta micotoxina quando ingerida é muito persistente no homem, devido a sua
fraca eliminacao, sendo o tempo de semi-vida de 35 dias no sangue. A OTA nao é
armazenada ou depositada, mas distribuida de forma heterogénea, causando assim, danos
principalmente nos rins, sendo o figado o seu o6rgao alvo secundario (Monaci & Palmisano,

2004).

A OTA esta envolvida em patologias severas dos rins e possivelmente ligada a tumores do

tracto urinario (Aresta et al., 2006).

Suspeita-se que o consumo de alimentos contaminados com OTA durante a gravidez ou na
infincia cause lesdes no DNA a nivel testicular que se manifestam na puberdade,

promovendo o cancro nos testiculos (Monaci & Palmisano, 2004).

1.2.4 Aspetos legislativos

A implementacao da legislagio obriga os agentes econdémicos a controlar a presenga de
certas micotoxinas em alguns alimentos e impede a comercializagio dos produtos

contaminados com valores acima dos regulamentados.

Dado que a ocratoxina A esta presente em diversos produtos alimentares, diversos paises
tém adotado regulamentagao adequada, com o objetivo de proteger os consumidores contra
os efeitos da OTA. A implementagao da legislagao juntamente com o controlo dos fatores
que levam a formagao desta micotoxina sao elementos importantes para garantir que o

consumidor esta protegido.



1.2.4.1 Limite maximo

O limite maximo (LM) de OTA estabelecido pela Uniao Europeia é de 5,0 pg/kg para os
cereais, 3,0 pg/kg para os produtos derivados de cereais, 5,0 ug/kg para o café torrado, 2,0

pg/L para o vinho (EC-N° 1881/2006) e 15 pg/kg para as especiarias (EC-N° 105/2010).

Embora nao exista limite definido para a cerveja, foi estabelecido pela Uniao Europeia um
maximo de 3 pg/kg para o malte (Medina et al, 2006). Contudo, existem niveis de orientagao
estabelecidos na Holanda (0,5 pg/L), na Finlandia (0,3 pg/L) e em Italia (0,2 pg/L) (Aresta et
al.,, 2006).

1.2.4.2 Ingestdo diaria toleravel/lngestao semanal toleravel

Na tabela 1.3 encontram-se disponiveis os diferentes valores de ingestao diaria toleravel
(TDI), ingestao diaria toleravel proviséria (PTDI), ingestao semanal toleravel (TWI) e
ingestao semanal toleravel proviséria (PTWI) estabelecidos por diferentes organizagoes e

investigadores ao longo do tempo para a OTA.

Tabela 1.3 - Resumo da ingestao toleravel de OTA estabelecida por diferentes organizagoes

internacionais (adaptado de Bui-Klimke & Wu, 2015).

Métrica de =
Organizacdo ingestdo Ingestdo Referéncias
g , diaria/semanal
toleravel
EFSA TWI 120 ng/kg p.c./semana EFSA, 2006
_ Kuiper-Goodman et
Health Canada PTDI 3 ng/kg p.c./dia
al, 2010
_ Kuiper-Goodman et
Health Canada NCRI 4 ng/kg p.c./dia
al, 2010
FAO/WHO Expert
Committee on Food PTWI 100 ng/kg p.c./semana JECFA, 2007
Additives
INSIGIE 3R e DI 5 nglkg p.c/dia Olsen et al, 1991
on Food Safety
Scientific Committee
of Food (SCF) of the TDI 5 ng/kg p.c./dia EFSA, 2006

European Union




1.2.5 Incidéncia

A cevada ¢é a principal matéria-prima utilizada na elaboragao da cerveja. Aquela tende a ser
inoculada com leveduras durante o processo de armazenamento ou maltagem. Sabe-se que
aumentar a humidade e a aw da cevada cria condi¢goes adequadas para o crescimento de
fungos. Desta foram, os cereais tém de ser cuidadosamente monitorizados para evitar

odores indesejados que podem afetar o aroma da cerveja (Anli & Alkis, 2010).

A fermentacao alcodlica e a producio de cerveja ajudam a reduzir a quantidade de
micotoxinas no produto final. Alguns autores referiram que a OTA presente na cevada passa
para a cerveja atingindo uma redugao de 14-18%. Verificaram ainda que a OTA na cevada
diminui 14-28%, quando esta foi usada na producao de cerveja, e 70% da OTA foi degradada
nas etapas de produgao. Por fim, notaram que a OTA que passa do malte para a cerveja
sofre uma reducao de 10%. Na producao de cerveja, aquando da trituragao do grao, foram
observadas perdas substanciais de OTA (40-89%) devido a degradagao proteolitica. Quanto
a fermentagao, as diminuigoes da OTA variam entre 2-69% (Anli & Alkis, 2010).

Na tabela 1.4 apresentam-se os dados de varios estudos, tais como a ocorréncia (%) e os
niveis (ng/L) de OTA detetados em cervejas provenientes de varios paises. O valor médio
do teor de OTA varia entre 20 ng/L e os 1470 ng/L, para as amostras analisadas na Turquia e
na Alemanha, respetivamente. Os valores minimos e maximos variam entre 12-45ng/L e

1500-2340000 ng/L em amostras da Turquia e da Africa do Sul, respetivamente.

No que respeita a frequéncia de detecao, verificou-se uma frequéncia de 100% em amostras
recolhidas em paises como a Espanha, a Hungria, a Itdlia, o Irao, a Alemanha e a Republica
Checa. A menor ocorréncia de OTA foi encontrada em paises como o Brasil (0-5,3%)
(Kawashima et al., 2007), a China (0%) (Wu et al, 201 1), a Coreia (4,3%) (Park et al, 2005), o
Japao (0%) (Tamura et al.,, 201 1) e a Turquia (14%) (Kabak, 2009).



Tabela 1.4 — Ocorréncia (%) e niveis (ng/L) de OTA em cervejas.

Teores (ng/L
. Tipo de N.° de Frequéncia (ng ,), -
Pais . , Média Bibliografia
amostra amostras (%) Min-Max +SD

Reinsch et al.,

Alemanha Cerveja 3 3 (100%) 1170-5560 1470 2007

Cerveja 1000 — Kawashima et

Brasil Loura 4 > (5:3%) 18000 - al, 2007

China Cerveja 20 0 - - Wu etal, 2011

Espanha Cerveja 31 24 (77%) 205 - Soto et al,, 2014

Medina et al.,

Espanha Cerveja 69 69 (100%) 8-498 70 2006

Hungria Cerveja 25 25 (100%) 30-250 130 Soto et al, 2014

Novo et al.,

Italia Cerveja 2 2 (100%) - - 2013

96 + Mahdavi et dl.,

Irio Cerveja 35 35 (100%) 0,50-524,5 126 2007




Tabela 1.4 — Ocorréncia (%) e niveis (ng/L) de OTA em cervejas (continuagao).

T /L
; Tipo de N.° de Frequéncia eores (ng ,) - _—
Pais . , Média Bibliografia
amostra amostras (%) Min-Max +SD

Republica  Varios tipos

) 15 45 (39%) 1-243,8 - Belakova, 201 |
Checa cerveja

Loura 36 100% 20-1200 70
Republica o Lhotska et al.,
Checa Preta 7 100% LOD - 10 30 2016
Trigo 6 100% 20-50 40

Turquia Cerveja 35 5 (14%) 12-45 20+ 14 Kabak, 2009

Virios Cerveja 35 35 (100%) 202,892-0 60 + 47 Maht;a:)\g 7et al.,

. Cerveja o Rubert et al.,
Virios Loura “ale” 10 I (10%) 3200 - 2013

Varios . . 250 + Aresta et al.,
Importada Cerveja 10 5 (50%) 250 -270 20 2006




1.2.6 Metodologias analiticas

As metodologias analiticas a usar para avaliar os niveis de OTA nos alimentos sao
fundamentais, pois terao que ser especificas, sensiveis, precisas e reprodutiveis para os

controlar, fazendo assim cumprir os limites legais.

Nos métodos analiticos & necessirio proceder de forma sequencial a uma correta
amostragem, a preparacao da amostra recolhida, a extracao/purificagao da amostra e ainda a

detecao e quantificagao da OTA.

Na tabela |.5 estao descritos diversos métodos analiticos usados em determinacao de OTA

em cerveja, investigados por varios autores.

Na etapa de extragao/purificagdo, a maioria dos investigadores recorre a colunas de
imunoafinidade (IAC) (Belakova et al., 201 1; Bertuzzi et al, 201 1; Goryacheva et al., 2008;
Kabak, 2009; Kawashima et al, 2007; Medina et al., 2005, 2006; Park et al., 2005; Prelle et al.,
2013; Tangni et al, 2002; Wu et al, 2011). Sao colunas que contém anticorpos e
demonstram ser altamente sensiveis e seletivas que permitem extragoes e purificagoes das
amostras com maior rigor. Outros investigadores optam pela extragao liquido-liquido com
agua-acetonitrilo (Al-Taher et al, 2013), cloroférmio (Medina et al, 2005; Odhav e Naicker,
2002; Saez et al, 2004) ou solugao de amodnia, metanol, agua e acido cloridrico (Reinsch et

al.,, 2007).

Na etapa de purificagao alguns investigadores optam por usar, em alternativa as colunas IAC,
colunas CI8 (Lhotska et al,, 2016; Tamura et al,, 201 |; Saez et al. 2004) e colunas Oasis HLB
(Saez et al, 2004; Rubert et al., 2013; Ventura et al., 2006).

Quanto a etapa final do processo que envolve a determinagao qualitativa e quantitativa da
OTA tém sido varios os métodos analiticos usados. A maioria dos investigadores recorre a
métodos analiticos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detegao por
fluorescéncia (HPLC-FD) (Bertuzzi et al, 201 |; Kabak, 2009; Kawashim et al., 2007; Ostry et
al, 2015; Wu et al, 2011), HPLC com detegao por massa (Park et al, 2005; Prelle et al,.
2013; Reinsch et al, 2007; Rubert et al., 2013). Outros autores optaram por usar métodos
ELISA (Mahdavi et al,, 2007; Novo et al., 2013), UPLC/MS/MS (Al-Taher et al, 2013; Belakova
etal, 201 1; Ventura et al., 2006; Tamura et al,, 201 1).

Na LC-FD os comprimentos de onda de excitagao e emissao variaram entre 332 e 335 nm

(Aresta et al, 2007) e 460 e 497 nm (Lhotska et al., 2016), respetivamente.
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Em relagao a fase moével, os solventes mais usados tém sido o acetonitrilo, a agua e o acido
acético, no entanto as proporcoes dos diferentes solventes foram diversas (Aresta et al.,
2007; Saez et al, 2004; Tagni et al, 2002). Outras opgOes sao O recurso a mistura
agua/metanol (Ventura et al, 2006), acetonitrilo/agua (Belakova et al, 201 1), acetonitrilo e
acido ortofosforico (Odhav & Naicker, 2002), metanol-solugao aquosa de acido acético

(Lhotska et al,, 2016).



Tabela |.5 — Metodologias analiticas usadas na determinagao de OTA em cervejas.

Tipo de Extracao/ Detecdo e
cerveja

Fase Movel LOD LOQ Bibliografia
Purificacdao Quantificagcdo (ng/L)(nglL)

LC-MS/MS

SPE-Oasis Metanol/agua/acido acético

Cerveja MAX

- coluna: Inertsil Reinsch et al.,
ODS 3 (tamanho (70/30/1,5 viv) 400 800 2007

de particula 5 pm)

HPLC-FD
Cerveja - A exc: 333 nm Acido acético/metanol .
- A em: 470 nm Kawashima et
loura e IAC (35:65) 100 500 al. 2007
preta - coluna: C18 (100 ' ?
x 4,6 mm)

HPLC-FD
- N exc: 330 nm,
-\ em: 440 nm
Acetonitrilo/
- coluna: CI18 150 4gua/acido acético
mm x 3,9 mm, 5
’ ’ (57:43:2 viviv) Park et al.
Cerveja IAC um) 200 - are e a

2005
Acetonitrilo/metanol/agua
HPLC-MS/MS (1:1:1 viviv)
- coluna: ODS 30
(250 mm x 2 mm,
5 pm)




Tabela |.5 — Metodologias analiticas usadas na determinagao de OTA em cervejas (continuagao).

Tipo ~ =
de Extracdo/ Detecdo e Fase Mével LOD LOQ Bibliografia
. Purificacao Quantificacdo (ng/L) (ng/L)
cerveja

LC-MS
- coluna: CI18 Acetonitrilo/agua/
. . (150 mm x 4,6 acido acético Medina et al.
Cerveja SPE-silica mm, tamanho de 0,8 2,5 2006

articula 5 pm) (44:56:1 VIvIv)

Extragao ELISA . 73270 Novo et al,

Cerveja liquido/liquido i 2013

Bicarbonato de

sédio .
ELISA . 2 Mahdavi et

Cerveja Acido Cloridrico ) al., 2007

Diclorometano




Tabela |.5 — Metodologias analiticas usadas na determinagao de OTA em cervejas (continuagao).

Tipo de Extracdo/ Detecdo e LOD LOQ
Fase Movel

. Bibliografia
cerveja Purificacdo Quantificacdo (ng/lL) (nglL)

UPLC
- coluna: HSS T3
(2.1 x 100 mm,
1,8 pm)

Acetonitrilo/agua Belakova et

Cerveja IAC . 0,3 |
HPLC/ITP/MS (70:30 viv) al, 2011

- Coluna: PFP (3,0
x 100 mm, 2,6
pm)

HPLC-FD
Cerveja SPE—CI8 - A exc: 335 nm,

- A em: 497mm Metanol/sol. aquosa )
loura, Filtragdo em - coluna: C18 4c. acético a 0,5% 3 0 Lhotska
preta e filtros PTFE (5 x 4,6 mm), pH=2,8 (30:70 v/v) etal, 2016

trigo (0,45 pm) tamanho da

particula 2,7 um

HPLC-FD
-Aexc: 333 nm, Acetonitrilo/agua/
Cerveja IAC -\ em: 470 nm acido acético 0 30 Kabalc. 2009
- coluna: C18 (25 (47:51:2 viviv)
x 4,6 mm)




Tabela |.5 — Metodologias analiticas usadas na determinagao de OTA em cervejas (continuagao).

Tipo de Extracio/ Detecdo e LOD LOQ
Fase Moével

cerveja Purificacdo Quantificacdao (nglk)  (ng/L)

Bibliografia

LC-FD
Extragao: - N exc: 332 nm Agua/acetonitrilo/

SPME , Aresta et dl.

Cerveja - A em: 460mm acido acético I 53 e
Purificagao: luna: LC-18 2006
IAC - coluna: LL- (1'11:87:2 viviv)
DB (150 x 4,6
mm)

SPE — IAC UPLC/MS/MS ‘
. Agua/metanol Ventura et dl.,
Cerveja SPE Oasis - coluna CI18 (2,1 (40:60 VIV) 100 200 2006
HLB x 50 mm, 1,7um) '
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2. PARTE EXPERIMENTAL



2.1 Materiais e métodos
2.1.1 Amostragem

O estudo foi realizado em Coimbra no Laboratério de Bromatologia da Faculdade de

Farmacia da Universidade de Coimbra.

Nesta investigacao, foram estudadas um total de 33 amostras de cerveja. Destas 31 eram
cervejas loiras e 2 eram cervejas pretas. Foram recolhidas em diferentes supermercados da

zona centro do pais. As amostras sao produzidas em diversos paises da Europa (Anexo).

2.1.2 Reagentes e materiais

Os reagentes de grau HPLC utilizados foram o acetonitrilo (Carlos Erba, Milao, Itilia) e o
metanol (grau de pureza 2 99.9%, Chrosmasolv, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). O
acido acético glaciar foi obtido da Panrec Quimica (Sal, Barcelona, Spain). O tolueno de grau
p-a. foi obtido da E. Merck, Estocolmo. A agua foi obtida diariamente do sistema Mili-Q

(Milipore, Bedford, MA, USA).

Para o pré-tratamento da amostra foram utilizados os seguintes reagentes: o acetato de
zinco (Riedel-de-Haén, Sigma-Aldrish), o hidréxido de sédio e o bicarbonato de sodio

(Pronolab, José M. Vaz Pereira, S.A.).

No processo de filtragao foram usados papel de filtro microfibra de vidro (150 mm, Munktell
& Filtrak GmbH, Barenstein, Alemanha), papel de filtro nitrato de celulose (0,45 pm,
Sartorius Stedim Biotech GmbG, Gottingen, Alemanha) e filtros de membrana de poliamida
(0,2 pym, Whatman GmbH, Dassel, Alemanha). Para a filtragao do extrato seco reconstituido

foram usados filtros de membrana (Durapore, 0,22 pm; Milipore).

Foram usadas colunas de extragao em fase solida (SPE) Oasis HLB obtidas da Waters

(Irland) e colunas de imunoafinidade (IAC) OchraTest™" (VICAM, Milford, USA).
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2.1.3 Solugées

A solugao tampao fosfato (PBS) foi preparada com 0,2 g de cloreto de potassio, 0,2 g de di-
hidrogeno fosfato de potassio, |,2 g de hidrogeno fosfato disodico anidro e 8 g de cloreto de
sodio adicionados a 900 mL de agua destilada. Apos dissolucao o pH foi ajustado a 7,4 com
acido cloridrico 0, M ou com hidréxido de sédio 0,1 M. O volume da solucao foi

completado para | L de agua.

A fase movel constituida por uma mistura de ACN:H,0:CH,COOH (49,5:49,5:1) foi filtrada
através de filtros de membrana de poliamida de 0,2 pm. Todas os reagentes de

cromatografia liquida foram desgaseificados durante |5 min por ultrassons.

A solugio stock do padrao de OTA foi preparada a 250 pg/mL, por diluicio com

tolueno:acido acético (49,5:0,5 v/v).

A solugao intermédia foi preparada por diluicio da solugao padrio a 10 pg/mL com
tolueno:acido acético (49,5:0,5 v/v). As solugoes de trabalho foram preparadas entre 0,5 —

[0 ng/mL em fase movel, por diluicao da solugao intermédia.

As solugoes padrao para a curva de calibragao em fase movel foram preparados entre 2,5 e

25 pg/L (2,5; 5; 105 20; 25 pg/L).

As concentragdes para a curva de calibragao na matriz foram preparadas entre 0,25 e 2,5

pg/L (0,25; 0,5; 1; 2; 2,5 pg/L).

2.1.4 Aparelhos
Os aparelhos usados foram os seguintes:

- SPE de Aschcroft (Stratforf, CT, USA) ligado a um coletor de vacuo de Macherey-Nagel
(USA).

- Bomba Dinko (mol. D-95, 130VV, 220V).
- Evaporador RapidVap Vertex™" de LabConco (Kansas City, MO, USA).

- Banho ultrassénico Sonorez RK 510S (Berlin, Germany).
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- Cromatografo liquido de alta performance (HPLC) (Modelo 805, bomba 305, com um loop
de 20 pL da Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, France) equipado com uma coluna
analitica Chromolith® Performance RP-18 e uma coluna de protegao (10x4,6 mm)
(Darmstadt, Alemanha). O detector fluorimétrico (FD) (Jasco (Japao) FP-2020 Plus) usado

operou com A de excitagdo de 333 nm e A de emissao de 460 nm.

2.1.5 Calculo da dose diaria estimada

A ingestao diaria estimada foi calculada através da seguinte equagao EDI =
(>.cxC)/(NxDxK), sendo que > c é a soma da concentragdo de OTA em estudo nas amostra
analisadas (pg/L), C é a ingestao média anual estimada por pessoa, N é o numero de
amostras analisadas, D é o numero de dias do ano, K é o peso corporal. Segundo a
Associagao Portuguesa dos Produtores de Cerveja, a Ultima avaliagao de consumo em
Portugal corresponde a 201 | sendo de 53 L/habitante. O peso médio corporal dos adultos

em Portugal foi considerado 69 Kg (Arezes et al., 2006).

2.2 Procedimento experimental

Foram avaliadas cinco metodologias analiticas, uma que envolveu injeccao direta, trés em que
a extracao em fase soélida ocorreu recorrendo a colunas SPE Oasis HLB e uma foi executada
com colunas de imunoafinidade. A deteciao e quantificagao da OTA nas amostras de cerveja

foram efetuadas por HPLC — FD.

Em todas as metodologias, a cerveja foi previamente desgaseificada durante 45min e filtrada
por 3 filtros (papel de micro fibra de vidro, filtro de 0,45 pm e por fim pelo filtro de 0,2 ym),

reduzindo assim o numero de interferentes na amostra quando esta passa pelas colunas.

2.2.1 Extracao e purificacao de amostras

Método |

A amostra em branco e a amostra fortificada a 2 pg/L foram injetadas diretamente no

sistema HPLC-FD.

24



Método 2

Dez mililitros de amostra foram adicionados a 40 mL de agua Mili-Q. As colunas Oasis HLB
foram acondicionadas com 5 mL de metanol e com 5 mL de agua. Posteriormente, a amostra
diluida (10 mL) foi passada pela coluna a uma velocidade induzida por vacuo de | gota por
segundo. De seguida as colunas foram lavadas com 5 mL de agua e eluidas com 5 mL de
metanol. O eluido foi seco em evaporador a 40 °C, sob um fluxo de azoto suave, e o
extrato seco foi armazenado a -20°C. Antes da injegao no cromatdgrafo, o extrato seco foi

redissolvido em 1000 uL de fase mével e foi microfiltrado.

Método 3

Foi efetuado um procedimento igual ao método 2, mas em vez de acondicionamento com 5
mL de metanol, foram usados 5 mL de HCI 0,IN, e a lavagem da coluna foi feita com 2 mL

de agua em substituicao dos 5 mL.

Método 4

Foram adicionados 100 pL de hidroxido de sodio e 0,3 mL de solu¢iao aquosa de acetato de
zinco a 25%, como pré-tratamento, a |0 mL de cerveja. Posteriormente, a mistura foi
submetida a centrifugagao a 5500 rpm por 10 minutos e a 5° C. O sobrenadante foi

colocado em colunas Oasis HLB, de acordo com o método 2.

Método 5

A 10 mL de amostra de cerveja foram adicionados |,25ml de bicarbonato de sédio a 4% e 10
mL de PBS. De seguida procedeu-se a centrifugagao a 5500 rpm. A amostra foi passada nas
colunas IAC’s a uma velocidade induzida por vacuo de | gota por segundo. Posteriormente,
as colunas foram lavadas com [0 mL de agua Mili-Q e eluidas com 4 mL de metanol. O
eluido foi seco no evaporador a 40 °C, sob um fluxo de azoto suave, e o extrato seco foi
armazenado a -20 °C. Antes da injegao no cromatdgrafo, o extrato seco foi redissolvido em

1000 uL de fase movel e foi microfiltrado.
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2.2.2 Detecao e Quantificacao

A andlise das amostras de cerveja foi efetuada por cromatografia liquida com detecao de
florescéncia e foi utilizado um volume de injecdo de 20 pL, com a fase movel fluindo a
Iml/min. Os comprimentos de onda usados foram 333 nm, para excitagao, e 460 nm para a

emissao.

A identificacao da OTA foi obtida através da comparagao dos tempos de retengao dos picos

cromatograficos das amostras com as do padrao.

2.2.3 Ensaios de fortificacao:

Os ensaios de fortificagao foram efetuados a trés niveis distintos, 0,5, | e 2 pg/L. Para o
efeito utilizaram-se solugdes padrao com concentragao de 5, 10 e 20 ng/mL, das quais foi
adicionado | mL a 10 mL de cerveja, tendo sido efetuados trés replicados para cada nivel de
fortificagcao. Através destes ensaios foram obtidas as percentagens de recuperagao, sendo
assim possivel avaliar a exatidio do método para cada um dos trés niveis de fortificagao. A

precisao do método foi analisada através da repetibilidade intra e inter-dia.

2.2.4 Limite de detecdo e limite e quantificacao

O limite de detegao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ) sao determinados mediante o
sinal-ruido, o desvio-padrao da resposta e do coeficiente angular e por processos
estatisticos. O sinal-ruido s6 pode ser aplicado para processos analiticos que apresentem
ruido de linha de base. Efetua-se a determinagao da razio por comparagao dos sinais
medidos da amostra com baixas concentragoes conhecidas do analito com as do branco que
estabelece a concentragado minima na qual o analito pode ser detetado (LOD) ou
quantificado (LOQ). O LOD e o LOQ foram determinados como trés e dez vezes o ruido

do nivel mais baixo detetado e determinado, respetivamente.
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2.3 Resultados e Discussao
2.3.1 Otimizacao dos procedimentos analiticos

No processo de filtracao foram utilizados trés filtros diferentes, o que tornou o processo
mais eficiente pois reduziu o nimero de interferentes da amostra quando esta passou ha
coluna. Para a otimizagao do método foi utilizado a cromatografia liquida com detetor por
fluorescéncia (LC-FD) usando uma fase mével constituida por acetonitrilo:agua:acidoacético

(49,5:49,5:1), com uma proporgao de fluxo de 1,0 mL/min.

A figura seguinte (Figura 2.1) apresenta um cromatograma de uma amostra fortificada (2
ug/L).
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Figura 2.1. — Cromatograma de uma amostra fortificada com OTA a 2 pg/L.

2.3.2 Desempenho analitico

A curva de calibragao foi obtida usando um processo de regressao linear dos minimos
quadrados da area do pico em fungao da concentragao. A linearidade de OTA em fase movel
foi avaliada com as solucoes de trabalho a cinco niveis de concentragao, entre 2,5 e 25

ng/mL. O resultado encontrado foi adequado como se verifica pelo coeficiente de correlagao
(R?=0,998) (Figura 2.2).

27



500
450 y = 17,157x + 2,0865

Rz =0,998 o
400 .

350 .

300

250

200

150
100 .
50 B

Area OTA

0 5 10 15 20 25 30

Concentragao OTA (ug/L)

Figura 2.2 — Curva de calibragao OTA em fase movel.

A curva de calibracao em matriz foi obtida com diferentes concentragoes de OTA, entre
0,25 e 2,5 pg/L, verificando-se linearidade adequada como se verifica pelo coeficiente de

correlagio, R*=0,9985 (Figura 2.3).
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Figura 2.3 — Curva de Calibragao em Matriz.

Como demonstram estas curvas de calibragao, tanto em fase movel como em matriz, a
linearidade é apropriada. As curvas de calibragao foram usadas para calcular o efeito de
matriz (ME), dividindo o declive da calibragao correspondente na matriz (B) pelo declive da
calibragao do padrao em fase movel (A). Assim, a razao (B/A x 100) foi definida como o
efeito de matriz absoluto (ME %). O valor obtido foi interpretado da seguinte forma: um
valor de 100% demonstra uma auséncia de efeito de matriz, um valor superior a 100% indica

um aumento do sinal e abaixo de 100% uma supressao de sinais (Rubert et al., 201 1).
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O valor do efeito matriz obtido foi de 100,05%.

A exatidao é estimada pela percentagem de recuperagao obtida através da raziao entre a
quantidade de substancia recuperada, apos execugao do processo analitico, e a quantidade
de substancia adicionada a uma amostra, de preferéncia isenta do analito em estudo. A
exatidao dos diferentes métodos utilizados foi avaliada através dos ensaios de fortificacao a
0, pg/L, 0,5 pg/L, | pg/L e 2 pg/L. As recuperagoes médias variaram de 99-1458%, para os
métodos 5 e 2 a niveis de 0,5 pg/L, ND-209%, no caso dos métodos 4 e 2 a niveis de | pg/L,
e 50-113% para os métodos | e 2 a niveis de 2 pg/L. Assim, os resultados de exatidao nao
observam aos requisitos estabelecidos pela Diretiva CE 401/2006, excepto os métodos 2 e
3, para o nivel de fortificagao de 2 pg/L e o método 5 para os niveis de fortificagao de 0,5; |

e 2 pg/L (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Exatidao dos métodos |, 2, 3,4 e 5.

Nivel Fortificacio Exatiddao

Métodos (ug/L) %)
I 2 50
2 2 105
3 2 13
2 0,5 1485
2 I 209
4 2 80
4 I ND
5 2 90
5 I 95
5 0,5 99

As colunas de imunoafinidade (IAC) revelaram melhores resultados comparando com os
resultados obtidos com as colunas Oasis HLB. As IACs sao colunas de purificagao com
maior especificidade para a micotoxina em estudo. Deste modo, o método 5 foi o escolhido
como o melhor método para estudar a OTA em cerveja por apresentar percentagens de

recuperacao perto de 100% para os niveis de fortificagao estudados.
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A exatiddo do método selecionado (método 5) foi avaliada através dos ensaios de
fortificagcao a 0,5 pg/L, | pg/L e 2 pg/L, com trés replicados para cada nivel, numa amostra de
cerveja. As recuperagoes médias variaram de 81%, 86% e 85% para os niveis de fortificagao

de 0,5 pg/L, | pg/L e 2 pg/L, respetivamente (Tabela 2.2).

A precisao do método utilizado foi avaliada através da repetibilidade intra-dia e inter-dia. A
repetibilidade intra-dia variou entre 2,43 e 1,72 para niveis de fortificagao 0,5 e 2 pg/L,
respetivamente. A repetibilidade inter-dia variou entre 2,74 e 6,25 para 0,5 e 2 pg/L,
respetivamente. E de salientar que os valores encontrados, tanto para a exatidio como para

a precisao, cumpriram os requisitos estabelecidos para a Diretiva CE 401/2006 (EC, 2006).

Tabela 2.2 - Estudo de validagao da metodologia analitica para a determinagao de OTA em cerveja

Fortificacdo Exatidao Repetibilidade intra-dia Repetibilidade inter-dia
(ug/L) (%) (RSD) (RSD)
0,5 ‘ 8l ‘ 2,43 ‘ 2,74
I 86 ‘ 2,36 ‘ 5,26
2 ‘ 85 ‘ 1,72 ‘ 6,25

O LOD e o LOQ foram estabelecidos pela quantidade de analito que produz um sinal/ruido
de racio de 3:1 e 10:1, respetivamente. Ambos foram obtidos através do calculo da curva de
calibragao, com os valores de 0,14 e 0,43 pg/L, respetivamente. Estes valores sao

satisfatorios considerando a matriz analisada.

Os LODs descritos na literatura variam muito, podendo ir de 0,8 ng/L a 100 ng/L. No
entanto, ha varios autores cujos valores encontrados sao similares ao deste estudo, tais
como 100 ng/L (Al-Taher et al, 2013, Kawashima et al, 2007, e Ventura et al, 2006), 200
ng/L (Park et al,, 2005) e 73-270 ng/L (Novo et al, 2013).
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2.3.3 Ocorréncia da OTA em cerveja

Nesta investigacdo foram estudadas 33 cervejas das quais 31 eram loiras e 2 pretas,
adquiridas em supermercados da regiao centro do Pais. Nove amostras (27,27%) estavam
contaminadas, com teores que variaram entre 0,174 e 11,25 pg/L, conforme ilustra a tabela
2.3. Destas, trés continham milho, duas continham trigo e as outras quatro assinalavam
apenas a presenca de malte de cevada. As concentragoes encontradas foram de 0,174 pg/L,
0,54 pg/L e 1,22 pg/L para as amostras com milho, 0,50 pg/L e 1,81 pg/L, para as amostras
que continham trigo, e 1,81 pg/L, 1,74 pg/L, 9,21 pg/L e 11,25 pg/L para as restantes, sendo

que no caso destas duas Ultimas se tratava de amostras de fabrico caseiro.

Segundo a literatura cientifica foi detetada a ocorréncia de OTA em amostras de cerveja em
baixas concentracoes. Nestes estudos os teores minimos e maximos variaram entre 0,0009
e 1,20 pg/L, respetivamente (Aresta et al, 2006; Belakova, 201 1; Bertuzzi et al, 201 1;
Goryacheva et al., 2008; Lhotska et al.,, 2016; Madhavi et al., 2007; Medina et al., 2005, 2006;
Ostry et al,, 2015; Soto et al, 2014). Por outro lado, outras investigagoes indicam que foram
também encontrados teores minimos e maximos com concentracoes mais elevadas,
variando entre | a 10 pg/L, respetivamente (Kawashima et al., 2007; Reinsch et al, 2007;
Rubert et al, 2013). Contudo, um dos estudos revelou valores bastante mais elevados com

teores até 2340 pg/L (Odhav & Naicker, 2002) (Tabela 1.4).

Neste estudo constatou-se que os teores encontrados sao semelhantes aos de outros
estudos efetuados em distintos paises. Porém, duas amostras caseiras apresentaram teores
muito elevados, com 9,21 pg/L e 11,25 pg/L. Dado que atualmente nao estao estabelecidos
LM de OTA para a cerveja mas tomando em consideragao o LM estabelecido para o vinho
de 2 pg/L (EC N° 1881/2006), as duas amostras referidas ultrapassam cerca de 2,5 vezes e

5,5 vezes aquele limite.

Relativamente a totalidade das amostras analisadas, a frequéncia de detecao de OTA foi de
27,3% e os niveis médios encontrados de 0,86 pg/L (Tabela 2.4). Quanto as amostras de
cerveja loira, a frequéncia foi de 29%, tendo os teores nas amostras contaminadas oscilado
entre 0,174 e 11,25 pg/L, com teores médios de 3,14 pg/L. Em contraponto nas duas

amostras de cerveja preta nao foi detetada a presenca de OTA (Tabela 2.4).

Neste estudo verificou-se que das nove amostras contaminadas, oito foram fabricadas em

Portugal, o que evidencia a necessidade de um maior controlo.
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Tabela 2.3 — Teores (ug/L) de OTA em amostras de cerveja.

Cerveja Teor encontrado (ug/L)
Cerveja Loira
8” colina (artesanal) ND
Affligem ND
Carlsberg 1,81 >LOQ
Cergal ND
Cerveja Caseira — 11,25 >LOQ
Cerveja Caseira O 9,21 >LOQ
Cerveja de autor APA de Aveiro ND
Cerveja de Autor de Trigo Aveiro 1,81 >LOQ
Corona ND
Cristal ND
Dois corvos (artesanal) ND
Duvel 1,74 >LOQ
Erdinger ND
Franziskanser ND
Hoegaardan ND
Holbrand sem élcool ND
Leffe ND
Letra B (artesanal) ND
Marina ND
Mongozo sem Gluten ND
Musa ND
Sagres 0,174 > LOD
<LOQ
Sagres Radler ND
Salineira (artesanal) ND
Sovina (artesanal) ND
Stella Artois ND
Super Bock 1,22 >LOQ
Topazio ND
Tricana (artesanal) 0,54 >LOQ
Vadia (artesanal) 0,50 >LOQ
Zywiec ND
Cerveja Preta
Onyx ND
Super Bock ND

ND — nao detetado
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Tabela 2.4 - Frequéncia (%) e teores (ug/L) de OTA em cervejas loira e preta.

Tipo de cerveja Amostragem Frequéncia (%) Variacao Média
min-max
Loira 31 9 (29) 0,174 — 11,25 3,14
Preta 2 0 ND -
Total 33 9 (27,3) 0,174 - 11,25 0,86

A anilise dos dados sobre a frequéncia, as variagoes e os valores médios de OTA
relativamente ao tipo de fabrico utilizado na producao de cerveja encontra-se explicitada na
tabela 2.5. Estes dados revelaram uma maior frequéncia de detegao das amostras
artesanais/caseiras/de autor, 45,5%, face as de fabrico industrial, 20%. Situagao analoga foi
verificada para os teores médios, 1,24 pg/L para as amostras de fabrico industrial versus 4,66

pg/L para o grupo das amostras de fabrico diverso.

Tabela 2.5 - Frequéncia (%) e teores (ug/L) em cervejas loiras de produgao industrial e

cervejas produzidas de forma artesanal/caseira/de autor.

Tipo de fabrico Amostragem  Frequéncia (%)  variacdo (ug/L) Média (ug/L)

Industrial 20 4 (20) ND — 1,81 1,24
Artesanal/Caseiro/Autor 71272 (11) 5 (45,5) ND — 11,25 4,66

No caso das amostras que continham trigo e milho, os valores obtidos devem-se ao facto de
estes serem cereais mais propicios a uma contaminagao, essencialmente, durante o
armazenamento em condi¢oes de humidade favoraveis. Nas amostras caseiras, os cereais
usados para a produgao de cerveja sao vendidos em embalagens de plastico correndo um
risco maior de sofrerem um armazenamento inadequado devido a humidade que, por
conseguinte, favorece a sua contaminagao. Outra das razoes dever-se-a ao facto destas
cervejas nao estarem sujeitas a um controlo de qualidade, bem como os respetivos cereais
embalados nao terem um controlo tao rigoroso como os usados nas cervejas de fabrico

industrial.
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2.3.4 Ingestao diaria estimada da OTA e respetiva avaliacdao de risco

Neste estudo, a ingestao didria de ocratoxina A pelo consumo de cerveja foi calculada pela
seguinte formula: EDI = (3 cxC)/(NxDxK). Os valores foram usados com base nas
contaminagoes encontradas no presente estudo, no consumo de cerveja pela populagao
portuguesa (53 L/habitante), no nimero de amostras analisadas, no numero de dias do ano e

ainda no peso corporal dos adultos em Portugal (69 kg) (2.1.5).

Assim, foram efetuadas trés avaliagdes da EDI tendo por base trés cenarios diferentes. No
primeiro foram tomados em consideragao os niveis médios de OTA para a totalidade das
amostras analisadas, no segundo foram considerados os teores médios de OTA nas
amostras contaminadas e no terceiro a base usada foi o pior cenario. Na primeira avaliagao a
EDI foi de 1,801 ng/kg p.c./dia, na segunda de 6,606 ng/kg p.c./dia e para o pior cenario de
23,67 ngl/kg p.c./dia.

Para a avaliagao do risco foi utilizado o valor mais recente estabelecido pela EFSA, em 2006,
para uma TWI de 120 ng/kg p.c./semana. Na primeira avaliagio a percentagem de ingestao
semanal estimada (EWI) face a TWI foi de 10,5%, na segunda de 38,5% e na terceira de
138,01%. Nas duas primeiras situagoes, a ingestaio de OTA através do consumo de cerveja
nao apresenta risco para a saude dos respetivos consumidores. Situagao inversa foi
observada para o pior cenario. Porém, se se tomar em consideracio o valor da TDI
anteriormente estabelecido pelo SCF de 5 ng/kg p.c./dia, na primeira situagao o consumo de
cerveja nao apresenta risco para o consumidor, 36,04% da TDI, enquanto na segunda e na
terceira avaliagoes os valores foram de 132% e 473,5% respetivamente, o que evidencia

elevado risco para a saude das populagoes.
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Conclusao

O pré-tratamento da amostra com bicarbonato de sodio e PBS e a centrifugagao permite
que o sobrenadante seja aplicado numa coluna IAC, possibilitando alcangar baixos niveis de
detecao e quantificagao. Esta metodologia analitica otimizada permitiu obter resultados de
exatidao, repetibilidade, precisao e sensibilidade adequados, utilizando uma detegao por
HPLC-FD. Sendo assim, esta metodologia foi adequada para a detegao e quantificagao da

OTA em cerveja, apresentando um limite de detecao de 0,14 pg/L.

A aplicacado deste método a 33 amostras mostrou que 27,27% das amostras estavam
contaminadas, sendo que duas delas, de produgao caseira, apresentaram concentragoes
consideraveis, 9,21-11,25 pg/L. A discrepancia encontrada pode ser explicada pelo
armazenamento dos cereais ja preparados para o fabrico daquele tipo de cerveja, sendo que

este também nao tem um controlo tao rigoroso quanto o outro.

Na Uniao Europeia apenas se encontram limites maximos estabelecidos para a OTA em
alguns produtos. A legislagao atual nao inclui limites para a ocorréncia de OTA em cerveja,
porém devem ser consideradas as concentragoes identificadas, sobretudo das cervejas

caseiras.

Por este motivo, é importante adotar medidas preventivas e desenvolver programas de
controlo, revendo os pontos criticos onde pode ocorrer a produgao de OTA, com o intuito

de minimizar a exposi¢ao humana a OTA.
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ANEXO



Anexo - informagao do rotulo das amostras de cerveja.

Volume
Cerveja alcool Ingredientes Produzida Lote
(%)
Cerveja nacional
Cristal 51 Agua, Malte de cevada, Cereais nao Portugal 941017201:55
maltados (milho), Lapulo
Letra B 5,0 Agua, Malte de cevada, Lupulo e Portugal L75-2016
(artesanal) Levedura (Vila
Verde)
Sagres 5,0 Agua, Malte de cevada, Milho, Portugal 3582822254
Cevada, Extrato de Lupulo
Topazio 5,6 Agua, Malte de cevada, e Extrato de  Portugal LI90I17
Lapulo Coimbra
Super Bock 5,0 Agua, Malte de cevada, Cereais nio Portugal L2215273
Preta maltados (Milho e Cevada) e Lupulo
Onyx Preta 4,5 Agua, Malte de cevada e Extrato de Portugal 110117
Lapulo Coimbra
Cerveja de 4,7 Agua, Malte de Cevada e Trigo, Portugal LOOI
Autor Trigo de Lapulo e Levedura Aveiro
Aveiro
Carlsberg ‘ 5,0 Agua, Malte de cevada, e Lipulo Portugal L9313972
Sovina 4,9 Agua, Malte de cevada, Lupulo e Portugal 02-17
(artesanal) Levedura
Marina 5,0 Agua, Malte de cevada, Cereais nao Portugal  L26091732002
maltados (Milho e Cevada) e Lupulo
Vadia 52 Agua, Malte de cevada e de Trigo, Portugal L26/2017TB
Ldpulo e Leveduras
Super Bock 52 Agua, Malte de cevada, Cereais nao Portugal L9311072
maltados (Milho e Cevada) e Lupulo
Tricana 6,0 Agua, Malte, Milho, Lupulo e Portugal 1005/2017
(Artesanal) Levedura Aveiro
Musa 6,5 Agua, Malte de cevada, Lipulo e Portugal BI8
Levedura
Salineira 7,5 Agua, Malte, Lipulo e Levedura Portugal 0803/2017
(artesanal) Aveiro
Cerveja de 5,8 Agua, Maltes, Lapulo e Levedura Portugal LOO4
autor APA de Aveiro
Aveiro
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Anexo - informagao do rotulo das amostras de cerveja (continuagao).

Volume
Cerveja alcool Ingredientes Produzida Lote
(%)
Cergal 4,7 Agua, Malte de Cevada, Milho, Extrato Portugal 3585530664
de Lupulo
Dois corvos 5 Agua, Maltes, Lipulo e Levedura Portugal L06012017
(artesanal) Lisboa
8% colina 6 Agua, Maltes, Lupulo e Leveduras Portugal L030138
(artesanal)
Sagres Radler 0,03 41,6% Cerveja sem alcool (Agua, Malte =~ Portugal =~ 3585540664
sem alcool de cevada, Extrato de Lapulo), 51,2% de
agua carbonatada, frutose, sumos de
fruta a base de concentrado (Limao
2,7%, Laranja 1,4%, Lima 0,5%, Acerola a
0,3%), extrato concentrado de limao,
aromas naturais, estabilizador: goma de
alfarroba
Duas Cervejas Portugal ---
Caseiras
Cerveja Importada
Affligem 6,7 Malte de cevada, Xarope de glucose, Bélgica SPE-17
Ldpulo e Extrato de Lupulo 62732850332
Erdinger 53 Agua, Malte de trigo e de cevada, Lipulo = Alemanha =~ LO51105]
e Levedura
Corona 4,5 Agua, Malte de cevada, Milho, Arroz, México LAI61217
Lapulos
Holbrand sem 0,05 Agua, Malte de cevada, Maltose, Extrato = Holanda = C5c951214L
alcool de Liupulo
Duvel 8,5 Agua, Malte de cevada, Glicose e Bélgica L21908
Extrato de Lupulo
Leffe 6,6 Agua, Malte de cevada, Cereais nao Bélgica 49
maltados e Lapulo
Franziskanser 5,0 Agua, Malte de Trigo e de cevada, Alemanha L138736
Levedura e Extrato de Lupulo
Zywiec 5,6 Agua, Malte de cevada e Lapulo Polonia | 70671681922
Stella Artois 5,0 Agua, Malte de cevada, Cereais nao Bélgica 551
maltados e Lupulo
Hoegaardan 4,9 Agua, Malte de Trigo e cevada, Lupulo e Bélgica 02261:3336
Especiarias
Mongozo 5,0 Agua, Malte de Cevada, Lapulo e Espanha LIl 16138
sem Gluten Levedura — Sem Gluaten
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